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2 山形大午:紀要 (出'千)WG巻 tr~ 1弓
り，その最初の記述は紀元前28年に没した作家Varroにより“taura"として引用された内
分泌学的間性の一種である.(Swett， '40) 






('28)の異性三子， Hutt ('30)の異性四子の報告があり， これらの観察者の何れも本症の成
立において「ホノレモン量が転換の程度を決めるのでなく，いわゆる All 01'non R己action




絡膜の血管吻合が比較研究され，山羊では Davies('13)， Richards & Johnes ('18)， C1'ew 
('23)，羊では Hunte1'(1779)， Strebel ('09)， Lillie ('2)， Fraser-Roberts & Greenwood 
('28)， Finch巴r& Williams ('37)等により「脈絡)1莫癒合下において血管の吻合が絶無であ
るj ことが報告された.豚においては Lil1ie('2) が極めて稀に胎膜癒合下の血管吻合の
あることを， Hughes ('27)は豚のフリーマーチン類似症例を報告している.これらの研究
に対し， Cohrs ('34)， Fincher & Williams ('37)等は豚のフリーマーチンの存在を否定す












('46)は遺残血球を血球計算板で算定し， Rend巴1('58)はへマトクリ ット法， Mange ('59)は
遣残血球を Spectrophotomete1'で測定する方法を開発している.溶血反応以外のキメラ検
出法として，山羊新鮮血清使用による凝集反応の実験を小坂 ('63)が報告している.他の
動物における赤血球キメラの証明は， Dunsford ('53)， Nicholas ('57)， Booth ('57)の ABO
System 血液型による人赤血球キメラの報告， Stormont ('48)の羊赤血球におけるキメ
ラ，鶏赤血球においては Billingham('56)などによってなされた.
他の免疫学的手法による証明としては， Anderson ('51)と Billingham(' 52)が「二卵性
双予聞の皮膚移植において血管吻合したものとしないものの聞に，移植片の生存時聞に差
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ては Nichols('62)， Herschler ('62)， Clossley ('62)， Ohno ('62)， Kanagawa ('65， '65， '6) 
の分析があり，キヌザソレでは Benirschk('62)， Benirschk & Brownhi1l ('62， '63)，人類で
は Uchide('64)の報告がある.この中特に注目されるのは Ohnoの報告であり，① キメ
ラは発生学的に中月五葉組織に多く一部は内目玉葉系細胞にみられる，@ 血管吻合時には
DNA 陽性の原始性細胞のキメラ形成の終了後，血球原基細胞の交換が成立する，@ 確
実な血管吻合の時期は在胎 1 カ月令・胎子体長1O~12nnn において成立する，ことなど
を証明したととである.















































会発刊， 1967) で報告したが，分析頭数は表 1と表2に示す通りである.抗血清の単離試
表 1 血液型遺伝子推定のための採血頭数 表 2 血球キメラ分析数
ホルスタイン種 診断の種類




39 318 3，200 3，518 
40 352 3，310 3，662 42 4 2 件数 28 
41 388 3，325 3，713 48 










Q ・T.Y1・Y2・D'• Er'・E2'・G'• 1'. J'. 























Reagent 作成源 Reagent 作成i原
A system F~V system 
A1 1 FJI * 
1，3，4 
A2 1，2 1，5 
Z' 1，2 V 1，2 
B system J system 
B 1 Jo 2 
G** 1，3 J1 2，3 
IK2 *ネ
1 
1 L system 
O 1 
031 ** 1 L 1 
T 
Q 1 
1 S-u system 
Y1 1 S1 1 Y2料、 1，3 S2 1 D' 1，2 U1 1 Er' 1 U2 1 E2'** 1 U' 1 Ea' 1，3 H' 3 F' 1 
G' 1 Z system l' 1 
J' 1 Z*事 1，3 
K' 1 
Or' 1 R' -S' system 
0/ 1 










* 1 (Cattle isoimmune); 2 (Normal cattle 
serum); 3 (Rabbit anticattle); 4 (Normal 
















sodium citrate 42.0 gr 
citric acid 3.6 
dextrose 37.0 
dihydro-streptomycin 2.4 
distilled water 1 1 
へパリンi夜料
heparin (Na salt) 5.0 ml (5000 1. U.) 
dihydro-str・eptomycin 1.0 gr 
使用法 * ACD 被 0.5cc+血液 2cc 
使用したが表4に示した組成の中，クエン 料へパリンi夜0.06cc+血液 2cc 
酸ソーダ 42grを 60grに変え採血量の
1/4容量を混合する変法を用いた.実験中ストレプトマイシン加ヘパリン溶液が長期保存
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点滴法により小試験管(内径 0.6X高さ 2.7cm) に抗体を入れ，その上にゐらかじめ作
成した 3%血球浮遊液を重ね混和振謹し，非特異的溶血の有無を10分間観察した後家兎補
体を加える方法を行なったが，図 2に図解した通りである.この場合の滴量は抗体の 1


























補体1ヲ加エ， 30分， 1時間， 2時間i直ヲ観察
J検定 N.O.A.検定
十 十
十 十 十 十
+ 十 + 十
十 十
No 18ED No 34ED 18ED 34ED 33 7ED 
+ + + + + + 
i主;EBハ Jpositive cels， N. O. Aハ NaturallyOccuring Antibody. 
十 十 十
+ 十 + 
38 42ED 97ED 
十 十 十
溶血反応の区分は溶血の色調と遣残血球の肉眼観察により行ない，完全溶血を 4・無反
応を Oとしてその中間の溶血を 7段階に 3+• 3・2+• 2・v・1・疑わしいものtrと分類し









指示血球は Jo型と Jl型の抗原を有する No.34と No.18の血球であり，自然抗体検
出用又は対照血球としては J-血球 (No.33， No. 38) J+血球 (No.7， No. 42， No. 97 
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国












01/ ;遺伝子 01の存在は確認されるが他の対立遺伝子がBOlか Bbか分析出来ない状
態の表示.
/のないもの ;phenogroupingされないで抗原のみの表示をしている状態.







Phenogrouping 形質群又は型質群決定. phenogroup に分類することを云h 方法と
9 












Dosage reaction ;量的反応.溶血反応においては antigenicfactorがホモ構成のとき，
それがヘテロ構成のときより溶血反応を速く進行させる現象である.これを Dosage 
effectsとも云う.
Homo-reagent ; antigenic factorがホモ構成のときにのみ反応を示す抗体であり，今日
では Dosagereactionを示す抗体を指す.この反応傾向は異種免疫抗体又は異種正常
抗体に多U¥
























21種の抗血清 (B，G， 12，K， 011 03， Q， T， Yl' Y2， D'， EιEムG'，1'， J'，OιoムK'，
F'， hl) により Bシステムの antigenicfactorを調べその phenogroups を分析した結果
が表6である.すなわち，種牡牛 RSHは抗原 03，J'， K'， O2'を持ち， GSRは T，12'
D'， G'， 0/， KRMDは B，G， K， Y2， E/， 0/， SRLOは D'，E/， G日0/，KBSは G，
Y2， 03， E/， J'， K'， SRZBは B，G， Y2， G'， RCDは B，G， K， Y2， 0"" MSDP は G，
03， Y2， E乙J'，K'， 0"，のそれぞれ異なった抗原構成を示している !これらの抗原群がい
かなる遺伝様式をもつか無作為に選んだ 4~16頭の牝牛を用いて調査したところ 8頭中
RSH， KRMD， SRZB， MSDPの4種牡牛に牝牛の構成のため遺伝を確認されない，い
わゆる有効でない交配がみられた.その数は RSHにおいて 3/15，KRMD 1/5， SRZB 
2/12， MSDP 1/7であり，有効交配に比べ非常に少ない傾向がある.他の種牡牛について
はそれぞれ 16・4・9・13の交配数が全て有効に phenogroupingに関与している. 8頭
の BLocusに乗る16の対立遺伝子の中共通の遺伝子は少なく， GY2E2' は3，03J'K'02' 
は2，(ー)すなわちbは2，その他の遺伝子は全て 1であり，これらのBシステムの遺伝
表 6 Phenogrouping試験 A(交配による)
ある Sire群のBphenogroupsの遺伝と Genotypeの推定
Name B factors Transmited (Frequency)* 交配数 Genotype ph白nogroups
RSH 03J'K'02' 03J'K'02' (7) K'(5) 15 03J'K'02' /K' 
GSR TI2D'G'02' D'G'Oぷ(7) TI2(9) 16 D'G'02' /TI2 
KRMD BGKY2Ez'02' BGKE2'Oz' (3) GY2E2' (1) υ 「 BGKEz'02' /GY 2E2' 
SRLO D'E3'G'02' G'02'(4) D'E3'(O) D'Eイ/G'02'
KBS GY203E2'J'K' GY2E2'(3) 03J'K'(6) 。 GY2E2' /03J'K' 
S.RZB …)3cY2G' BGY2G'(3) 一(7) 12 BGY2G'/ー
RCD BGKY202' BGKYzOz' (9) ー(4) 13 BGKYzOz'/ー
MSDP G03YzEz'J'K'Oz' GYzEz'(4) 03J'K'02' (2) 7 GYzEz' /03J'K'02' 
ネ (Frequency)は遺伝の確認された phenogroupsの回数
表 7 Phenogrouping試験 B(交配による)
ある Sire群のCphenogroupsの遺伝と Genotypeの推定
Nam巴 C factors Transmitted (Frequency)* 交自己数 Genotype ph巴nogronps
RSH CX2 CXz(5) 一(9) 15 CXz/一
GSR 一(16) 16 
KRMD C奇N1 CW1(2) 一(3) 5 CWdー
SRLO W1X2 Wd3) 4 WJ/XlW1) 
KBS C C(3) 一(2) 9 C/ー
SRZB 一(12) 12 一/ー
RCD W1R %R(6) 一(7) 13 、N1R/ー






Cシステムについては6抗体 (C，WII W2， R， X1， X2)により分析したが，所有する抗
原はそれぞれ RSHは CX2，GSRなし， .KRMDは CW1，SRLOは W1X2，KBSは
Cj SRZBはなし， RCDは W1R，MSDPは CW1であり，共通に所有される抗原は




においても共通のものがー/一 :2，CWd一 :2あり， Bシステムに比べ共通構成のもの
が多い.これに対し有効交配数はBシステムと同じ傾向であり， GSR・KRMD・SRZB.



























? ? ? ???
36 4 2 11 
815 
42 




































Yz・Qの部分溶血は GYzK'jBz'EK'と QE/jBEz'K'の二種類の混合， CシステムのC'W 










4 . 4 4 4 4 
4 . 4 . 4 ・ 4 2* . . . 4 4 '1
4 (2) (2) 
4 '1 (2) (2) 
4 
4 44 4 . . . • 3* 2* 4 • . 444 
4 4 4 4 . . . 3* 4 4 • . 4 4 . 
4 4 4 4 2* • 3* 3* 4 4 • 4 . 
????Sire B 
Dam B 
注 ( )はキメラによる部分溶血. 串は抗体叉は抗原の性質による部分j容血.
使用抗体40種の中，代表的なものを列挙している.
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S'/S' Z JCS /ja F/F A Dam 













Z SU L J FV C B 
一/ー
士
JCS /ja W/R/-F/V BK]2Y{ /BY{02' A/ーSire 
JS/ F/V 
土士
一/-BKY2031'j('(Q2') /BY2031'l(I(Q2') CWt! Dam 
JS ja FIV CWt!ー
土土
BKY203J']{'(Q2') /BYj'02' .¥3 ~j A/ー




フリー マー チγ成[乙関する免疫)立伝学1'1';)研究一一小J反 15 
の反応結果であり，さらに u2.U'の部分溶血は S-uシステムの遺伝子構成 U2UF/E5，
とI3F/ー の血球キメラから起因する反応である.
一方表11に示す非キメラの例はBシステムの遺伝子のみ判定に関与している.すなわち
表9におけるKとYの部分溶血は SireBの遺伝子 BGKY21'02'J'/12中 BGKYJ'O/J'か
ら起っているものと解釈される.♀の遺伝子構成 BGKY21'Oz'J'/BGY2121'0/中 BGK
















て分析し， phenogrouping法が血液型分析の際必要な優れた方法であり， かっ Bpheno. 
groupsが診断に関与する機会が多いことを確認したものである・J
表13における遺残血球法(A')は非溶血部分を回収し再度溶血反応を行ない確認する方
法であ T，21例中確診10，判定の疑わしいもの 5，全 く診断出来ないもの 6(28.6%)の結
果を得た.単に通常の溶血反応のみで判定する (A")法は41例の分析中確診13(31.7%)， 


















41 41 41 
一 一一一ー一一 ----_.- …一 一 一 一
1 15 
(68.3) 
. 10 (24刈 8 (19.5) 3* (7.3) 
18 (43.9) 5 '(12.2) O 
注 +十，十表示は診断可能， A'，において (朴)は2システム出立 3種以上の抗原・(十)1シス
テム又は2種以下の抗原陽性， B法において(-t十) 2シスヂム以上 ・(+)1システムがキメ
ラ陽性の意*剖検の結果フ リー マ{チシ.( )内はsb.
15 
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いて(什)は 2システム又は 3種以上の抗原がキメラのとき， (十)は lシステム又は 2種


















件数 A B C F-V J L 5-U Z R司'
フリーマーチン 11 2 11 8 1 6 1 1 










Blood Type System 
A B C F-V L S-U Z R'-5' 
y 203J'K'O' /ー C/- F/V -/一日，/ 




一/- GY2E2' /01 
Wd- F/V -/- H'/一一/- 5'/S' 
C/W1 F/V ←/一一/一一/- 5'/S' 
16 
フ リー マーチγ症に関する免疫i宣伝学的研究一一小坂 17 
された・J




と， T7本来の血球Y20SJ'l('Oz'/ー ，相手方は TI'QD'G'Y'/01であるが，娘牛は母方か
ら劣性遺伝子(一)と父方から GY2Ez'が遺伝され，母方のキメ ラ(抗原としては Y2J'
l('Oz'TI'QD'G'Y1'Ol の11抗原)の影響を全く受けない.CシステムにもW1X2の抗原に
キメラが観察されるが，娘牛には母方から(一)，父方から W1遺伝子がきており，母牛本
表16 赤血球キメラ と子孫の phenogroupsの独立性
2. 8irE.の Chimerismについて
Lab. No. 
Blood Type 8ystem 
A B C F-V J L 8-U Z R'-8' 
JP BGK/01G2Y wt!ー F /V JS/jaー/- H'/一一/- R'/Sヘソ
36999 BGK/D' F/V ?一/- H'/一一/ー
a晶 ... ・ー・・ー・ー合唱'骨唱...........・....----・.-.-..・ー・，
JP 1 GY 2E2' /OsJ'K' C/ F /F JGs/ ー/- H'/ 一/-' 8'/8' 
JP 1-1 BGK/GY2Ez' C/ー F /V JGs/ ー/- H'/ 一/- 8'/8' 
JP 2 -/ー GY2E2'/GY2 CRW2X2 F /F JS/ 一/一一/...-: Z/- 8'/8' 
JP 2-1 BGK/GY2E2' RW2X2 F /V JS/ 一/一一/一一/- 8'/8' 
JP 3 At!ー Ot!ー C/W1 F/F JCs/ 一/一日'/ Z/- 8'/8' 
JP 3-1 BGK/ー C/明日 F /V JGs/ ー/一 一/一一/- 8'/8' 
JP 7 Adー Y20sJ'K'/GK CW1Xz/-F /F JCs/ ー/一一/- Z/Z 8'/8' 




Blood Type 8ystem 
A B C F-V J L 8-U Z R'-S' 
E BGKO' /GD'O'G'五/ー F /F JGS/jaー /-H'/81 日 S'/8 
37179 OsJ'K' /BGKO' C/ー F/F JS/jaー/一日'/ Z/-8'/S 
、.・:-'，'-"'. ， ~ .・・・・ ・・....__.‘・ー..‘ー.....ー
E 1 At!ー Ot!ー CXz/Wt F /V j"fja 一/- H'/H' 一/- S'/S' 
E 1-1 一/ー GD'O'G'/Ol Wt!X2 F /V JGS/jaー /ー ら/H' Z/- S'/S' 
E 2 At! OsJ'K'/ CR/X2 F /F JS/ja L/- H'/ Z/- S'/S' 
E 2-1 At!ー GD'O'G' /03J'K' XZ/ F /F JCs/ ー/-H'/H' Z/- S'/S' 
E 7 D'G'/O' CXt! F /F JS/jaー/-81H'/一一/- S'/8' 
E 7-1 A2/ー BGKO'/D'G' CX1/(X2) F /F JCs/JS -/-H'/ー Z/-S'/S' 
E 10 At! G'O'/O' CXZ/ー F /V JGs/ ー/-81町/H'Z/- S'/S' 
E 10-1 At!ー BGKO'/G'O' XZ/ー F /V JGs/ ー/-8t!H' Z/-8'/S' 
17 
18 山形大!~，!:紀要(J)~ ~~.ÿ:) tH G ~告知 1 -!';J' 




方からの転移血球 BGK/D'のキメラ体であるが， JP 1 との間に正常の溶血反応を示す
JP 1-1， BGK/GY2E/ を生産している. JP 2 との聞では BGK/GY2E2'，JP 3との聞
では BGK/一， JP 7の聞では 01GY2を遺伝して OlGYdY20aJ'Kを構成し 2つの対






成であるが， E 1-1， E 2-1， E 7-1， E 10-1の子牛群に見られる如く， Aシステムでは






者は Jシスラムにみられるタイプである.この J遺伝子は抗原の存在位置により， JCs (血



























ナ シ J" 
ナ シ JCS 
キメラ
キメラ JS 
ナ シ JS 

















は表現型において .rsとJCSを示しているが， Genotypeからみれば HeT5はJVja(旬:














おける分類は， JCsが 788(25.90%)， JSが 900(29.59%)， jaが1354(44.51%)になり，
卵性鑑定には表現型からかなり分析出来ると考えられる.遺伝子頻度は Homo-Reagent
がないため， Wiener ('35)が人間の MNシステムの分析に使った genecounting method 
は適用出来ないので Cotterman('54)の提案する Squareroot method により計算した.




ホルスタイ ンジヤ{ジー 褐 手口 黒 手目 見 牛ヘ レトカラフォーF'
JCS分析数 788 26 32 28 66 
C%) (22.90) (39.39) (27.35) (16.28) (38.60) 
JS 900 11 33 38 60 ，7 i 
(29.59) (16.67) (28.21) (22.09) (35.09) 
1354 29 52 106 45 3 3 
付4.51) (43.94) (44.44) 、(61.62) (26.32) 
Total 3042 66 117 172 171 3 3 
QJ+ .1392土.0046.2216:1.0386 .1477土.0242.0851土.0154.2164土.0238
QJ- .8607土.0046.7784土.0386.8523土.0242.9149土.0154.7836:1.0238 
































3 & 1+ 























3 & 2 










































Lab. No. Sex 03 J' K' 
(days) 
1/2 1 4 (hrs) 1/2 1 4 (hrs) 1/2 1 4 (hrs) 
13 2 2+ 2 2 1 1 1+ 
HeT 6 
14 2 2+ 2 2 1 1 2 
HeT 14 ♀ 20 2 2+ 2 2 1 2 2 
HeT 14 ♀ 35 2 2 2 2 1 2 2 
HeT 14 ♀ 40 1十 2 1+ 2 1 1+ 1+ 
染色体の比率を参考にしたものである.HoK3と4は抗G・抗 Y2および抗 D'にキメラ
反応を示し，前二者の溶血価3，後者は 1+を示しており，比率としては GY2 の血球が
約60~70%， D' を含む phenogroups の血球が40~30%程度と考えられる. HoK 5 と6




Lab. No. 13と14について生後6日から， 20日， 35日， 40日の採血によりキメラ率の安
定性を分析したのが表21である.20日齢以後 No.13牛が殺処分されたので No.14牛の
み分析の対象になったが， 日齢の経過に伴なう抗 03・抗J'・抗 K'に対する反応は08に
おいて 1 時間値 1+~2， 4 時間値にて 2~2+ の範囲にあり，J'では 1 時間と 4時間値が殆




7. キメラ反応と DosageReaction 






なわち GY2E//GY2E/において抗Gの反応は“2ぺ“4勺“4勺抗 Y2の反応は“4"，"4"， 
“4"，抗 E2'の反応は“0ヘ“3"，"4"の 0.5・1.5・4時間値を示しているが， GY2E/をヘ











とれに対し GY2E/ヘテロ血球 (GY2E//一一)と一/一血球を 1 1に混和するとき，抗
Gにおいて30分値0，1.5時間値2+，4時間値 2+であり，抗 Y2 においては“0ヘ“2+ぺ
“2+"， 2 1においては“0"，“
山 jl~ 大 学紀 要 (農学)第 6 巻22 
キメラ率と DosageReactionの関連
i容血反応進行度
XHomo-Reagent G H01l1o-Reagent YReagent E2咋












































































































X Homo-Reagent : Ab. titer x 16， 301l1inで H01l1o個体検出2ド不完全 Homo-Reagent
。-。・・・・圃.。・M・ 0_・・・ー。-園田.。/ .x..・・メ・・"X
/ .x' . A._一・ーー .A， '-.-/ .-'-
よ A・-x
J 〆〈・ . ・一ーーー 一ーー-・
/ //・
/ /'/ ，.x 0 G/G. CeJls 
1/ / XG/ヘCells
Jメ'.~ / .- ムG/刀G.+-/斤-.(ω2 : 1川) 
/グ.〆/ :' ...Gω/刀G
/// . • G/ρG.+介-チ (υ1:1) 



















(hrs) 4 3.5 3 2.5 2 1.5 0.25 0.5 

















は1の反応であるが， G/ー 血球は 1時間




は Dosagel'eactionの最適時間として， 0.5 
~1 時聞を求めることが出来る.又各比の
人為キメラの反応においては G/G十一/ー
の比 1 2のとき， 1.5時間以後反応値“1円




起こしP さらに G/G 血球の反応終点 1~







































































































































































































E2' 01 C1 W1 X1 S1 H' 
2/3 2/3 2/3 1/3 2/3 2/3 2/3 
Sire Type Adー GY2E//01Xd- F/F Jcs/j" 1/1 SH'/- Zj-S'/S' 
DamTypeー /ー GY2E2'/K' CWd-F/F JCs/ー 1/1 H'/一一/-S'/S' 
Z 
2/3 
、山 ~~ (T1ー/-GY2E2'/01 CWd-F/F j"/ー 1/1 SH' /H' Z /-s' /S' Presumed 
空語{T2 /ーー GY2E2'/K' Xd- F /F j"/ー lパ Hトー/-S/S'(E120:i30)
以 lTa /ーー OdK' CW1/← F/F ju/ー 1/1 -/- Z/-S'/S' T1 T2 Ta 




した抗原は G・Y2 • E2' • 01 ・ C1 ・ W1 ・ X1 • S1・H'・Zの10種であるが，SireとDamの
溶血値 4又は 3+ に比し子群の反応値は tr~3 に終る典型的なキメラ反応を示している.
又3子の聞の反応差は雌雄に関係なく全く見られず，三重のキメラと解釈される.TlI T2 
および Taの子群の反応から実際の血液型遺伝子の組み合せを推定した結果が表24であ




者の本来の Geno-typeは夫々Bシステムでは GY2Ez'/01・GY2Ez'/K' • OdK'， Cシス



























析で明らかである.すなわち，合子 Na，♀子 N1N2からなる 3子のうち N1N2のみ分析




















表25 三 重 キメラの安定性
十1 原 名
G Y2 
1 4 1/2 1 4 
2 3 2 2+ 
1+ 2+ 2 2 
1 2+ 1 2 
2 3 2 2 
2 2+ 2 2 
2 2+ 2 2 
2 3 2 2 
2 3 2 2+ 
2 2+ 2 2+ 
Ez' 















Nz rzt A1/-GYEU/E3' 
Na ma¥e* 
B¥ood Group System 
C F-V J L S-U Z RにS' N-F 
CWt/XzF/Fー/-'L/-H'/H' Z/-S'/S' ，X"/一‘
I + ) 
CWt/X2F/Fー/-L/一 町/H' Z/-S'/S' ¥_/_ I 
38553 Sire At/ GYZE2'/D'Gz'O' CWt/ F/F /ー-'L/-SlH'/H' Z/-S'/S' X"/-
203270 Dam A，/ BY1G'02'/E/ Xz/C F/F jn/_ L/-SlH'/H'一/-S'/S'ー/ー

















Lab. No. Sex 
Al A2 G 03 Y 1 Y 2 E2' J' 0/ Y { C1 W 1 X2 H' Z 
一一一一一一一明ー 一一一一一一一 一一一一一一
Ql ♀ l 3 2 3 3 3 3 2+ 3 1 . 3 3+ 2 2 
Q2 ♀ 1 3 2 3 2+ 3+ 3 3 2 tr 1 3+ 3+ 2 1+ 
Q3 合 1十 3 2 3 3 3 3 2十 2+ 1 3ト 3十 2 l十
Q4 ♀ 1 3 2 3 3ト 3+ 3 2十 2 1+ 3ト 3+ 2 2 
33393 Sire . 4 4 4 4 . 4 4 4 
KFS 571594 Dam 4 4 宅4 4 . . 2 4 4 4 










Al Az G 03Y1 Y2 E2' J' O2' Y，' C1 VVl X1 X2 H' Z 
1/4 3/4 2/4 3/4 3/4 3/43/4 3/4 2/4 1/4 1/4 3/4 1/4 3/4 2/4 2/4 
GY2Ez' /03J'K'O/ Wd-H'/ー Z/-F/F l!l S'/S' 
Y t!E3'O{Y r' CXt!X2 H'/一 一/-，'-F /F 1!l S' /S' 
YJ/03J'K'Oz' ? CXt!--' H' /→(orH') Z/- F/F lI1S'/S' 
E3'02'Y1'/GY2Ez' ? Xz/Vl1 H'/寸orH')一/- F /Fl !lS'/S' 
構成中 Q3 At!ベorAz)Yt!GY2E/ ? X2/W1 一/ー 一/- F/F 1/1 S'/S' 
Q4 Yt!03J'K'0よ ? Xz/Vl1 一/ー 一/- F/F 1/1 S'/S' 









四 重 三重 二 重 非キメラ 不 明
異性双子 42 35 (83.3) 6(14.3) 2 ( 2.4)
異性三子 4 3 1 
異性四子 2 2 
同性双子 28 20 (71.3) 4(14.3) 4キ(14.3)
76 61 (80.3) 10 (13.2) 5 ( 6.5) 
( )内%ヰー卵性双子とみられる
たのが表28である.Aシステムの分析では父 A2/一，母:Ar/ーであるから，四子のうち
2子血球がん/一 1子がん/一，残る 1子が一/ー であり， Bシステムでは父 GY2E//
OaJ'K'O/，母YI/Es'02'Y/であるから 4子のそれぞれの構成は Ea'02'Y//GY2E/， Yr/ 
OaJ'K'O/， Yr/GY2E/， Y1/OaJ'K'O/， Cシステムにおいては父 Wr/一， 母 CXr/X2で
あるから 4子のうち3子が X2/W1，他の 1子がCXr/ー と推定するのが妥当である.他の








(71.3%)ー卵性双子の 4例を除くと2，1例中20例 (83.3%)，異性3子4例中全例にキメラ 3





































のキメラ ・7例に非キメラを認めたが，少例の報告として著者 ('65)は9例中 1例の非キ








遺伝する 1つの単位であることを意味している.キメラ種牡牛についてのみ， Stone ('60) 
が子孫の血液型を報告しているが本成績の表15・表16・表17と同結果である.
キメラ時にJ抗原群は全く関係しないことを Stormont('49)が証明した.すなわち， J 
物質は元来液性抗原であって生後 1週間前後に血球から吸着される性質をもっており，血
球を生産する組織で合成されないのでキメラの影響を受けないとされている. patel ('57) 

























すことが出来る.抗F・抗V・抗Zなど 7種の抗血清に Dosagereactionを認めた Stor-
mont ('52)は異種動物の免疫によって作成する抗血清に Homo-reagentの傾向があると述
べている.この現象を antigenicfactorの量的差異によるとする Masour巴dis('60) に対
し，溶血反応における一種の Heterosis効果と考えることも出来るが，今後の興味ある問
題である.
双子以上の 3子・ 4子にもフリーマーチンがあることを，Peal ('12)， Bisonnette ('28)， 




メラを確認した.この三重キメ ラは1O~60 日齢で観察する限り 三子聞で同率であ り反応に
差異はみられないが，これは双子における Owen('47)などの報告と同傾向である.異性
3子の子宮内における着床位置は不明であるが，血管吻合した 3子のキメラ率が同程度で
あることから 原基細胞の産生 ・移動 ・着床の時期は同じ頃であり，血液循環により平均
化されているものと推論される.異性4子における四重キメラについては，赤血球および
白血球の分析により金)!1と小坂 ('67)，Kosaka & Kanagawa ('69)が報告しているが，赤
血球および白血球の各個体における比率は同じであること を特徴としている.
キメラ発生率は異性双子42例中36例 (85.71%)，非キメラ 5例 (11.76%)であるが，比較
的新しい報告の Stone，Stormont & lrwin ('52) 74例中66例 (89.2%)のキメ ラ，8例(10.8
%)の非キメラとよく一致する.さらに古い報告としては Strebel('09); 8頭中 1例の正
常雌， WiIliams ('36); 7頭に 1頭の正常雌， Spencer ('39) ; 11例中繁殖可能のものOなど
である.Lilllie ('23)は彼自身の記録および他の研究者 {Keler(91例中 6例正常)， Luer (113 
29 
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同腹双子聞におけるキメラ率の平行は Owen('/17)， Mange ('59)， Rendel ('58)， Stone 




















4. 異性双子42組中35組 (85.7%)にキメラ 6組 (11.8%) に非キメラ，外観上のー









7 . Dosage l'eactionはキメラ反応と溶血反応の初期において類似であるが，抗体価・
補体制 ・1温度 (240C土4)を満足させる限り識別可能である.
30 





























colchicine溶液 (50r /nu) 0.2 mlを加え再
度 370Cに静置する. 3時間経過後，培養
j掘を振渥し管底に付着する細胞を液中に浮
遊させ，遠心管に移し 1000r.p. m 5分間
遠沈して細胞を集め，上清を捨て 1%クエ
ン酸ソーダ液で再浮遊して室温に10分開放
置する.その後，再び 1000r. p. m 5分間
遠沈し上清をすて，カノレノア固定液(メタ
ノーノレ 3 氷酢酸 1)5mlを加えピペット
31 
表30培養液
Ba1anced sa1t so1ution. 1 250.0 m1 
Trip1e distilled water 1，450. 
Amino acids 250.0 
Vitamins 25.0 
Ba1anced salt So11tion.I 250.0 
Penicil¥in 200，000.0 lnits 




Sodillm ch10ride 68.00 g 
Potassium ch10ricle 4.00 
Potassium dihydrogen phosphate. 
(NaH2P04・2H20) 1.52 
Sodillm bicarbonate. (NaHC03) 22.00 
Dextrose 10.00 








































I-Arginic HCl 0.420 g 
I-Histidine HCl • H20 . 0.200 









I-Cysteine HCL 0.242 
I-Glutamine 2.193 
I-Aspargine H20 0.504 
Triple distilled water 1000. ml 
表33 培養液の組成
目 ピタミン手責
Thiamine hydrochloride 0.001 g 
Choline chloride 0.001 
Calcium pantotenate 0.001 
Folic acid 0.001 

































































34 111 形大午紀要(J.J~~j~{:) 釘\ 6 巻第 1~・
培養白血球はホノレスクイ ン種の単子合1♀1 (生後6カ月i給)，双予として ♀の向性ニ卵
性双子(生後 2才 6カ月)， 合の同性二卵性双子 (生後 6カ月)各 1，他の牛種として黒毛
和種去勢合(約2年経過した肥育牛)から得たものである.すなわち，単子の♀Ch25牛
は55コの白血球を数えられ， 55コ中全て 2A-XX構成の染色体を有 'しており，一方合の
Ch 2 牛は20コの自1(n.球の全てが 2A-XY構成を示しているが，これは図 9と図10にみ;ら













血管吻合した Ch4の合 ・♀および Ch5の合・♀の異性双子について白血球の培養を
行なったが，その分析結果は表35に示す通りである.すなわち，生後4日齢において採血
表34 培養白血球の染色体数と雌雄性
Lab. No. 品積 性 年(Yr.m令0・) 総白血数球 染色体数 性染色体
Ch 25 Holstein 0.5 55 60 xx 
Ch 2 Holstein 合 1.0.5 20 60 XY 
Ch 3 Holsfein 早早 2.5 10 60 XX 
C 5 Holstein '6合 0.5 70 60 XY 





白血球数 Sex-chromosome XX XY 
Ch 4 
F 17* 2500 
3ド非フリ{マ{チシ牛(非血管吻合牛)，一未調査
34 
25 22 3 
。
フリーマーチγ荷主に関する免疫j宣伝学的研究一一小坂 35 



















2A-XX型細胞と 2A-XY型細胞からなるキメラを見出した.すなわち， Lab.No. Q1は
136コ中 2A-XX型 130(95.6%)， Q 2は127コ中 120コ (94.5%)，合子である Q3は
133コ中124コ (93.2%)，Q 4は209コ中200コ (95.7%)がそれぞれのキメラの形であ
る.一方の異性3子においては， T1は総細胞66コ中54コが 2A-XX型細胞 (81.8%)，T 2 






「異性双子 ・4子ならびに 3子における白血球キメラ体が， 時間の経過とと もにその比率
Lab. No. 






















136 130 6 
127 120 7 
133 124 9 
209 200 9 
66 54 12 
39 30 9 


















































2A-XX%又は XX%と表示すると， Chi.4組の合子は 4日齢90.9，20日齢84.5%，Chi. 
4♀子はそれぞれ 88.0， 87.5， 160 13齢において 85.7%で殆ど合♀ともに変動はない.他
方の Chi.5の令子は 3日齢32コ中17コ (53.1%)の 2A-XX細胞， 10日齢4コ中 3コ，
30日齢13コ中 6コ ( 46.2%)観察されており， 10日齢を除いて変動はない.10日齢は総白
血球数の過小から来る Errorである.同様の傾向が50:50の人工キメラにおいて確認され


























































1 2 2 
2 





ネ XXCell/(XX Cell+XY CeJl) 
4 6 2 F d 4 
37 
5 7 2 36 










に思われる.異性3子 5例の材料は，合 1♀2からなる 2組の多胎子のものであり，約70
%の 2A-XX型から構成されている.この比率は合子1と♀子2の原基細胞が平等に生産
され着床したと思われる形になっており，双子に見られるばらつきと対照的である.異性

















Maluno ('62)の性染色体の研究および性染色質に関する Moor('57)，大沼 ('63)の報告










プリ マー←チン症に関する免疫遺伝学的研究一一小坂 39 
率の雌雄数比例の傾向は， 原因として多胎という不正常な条件が原基細胞の生産組織の機
能を一様に加圧しコントローノレする結果の反映と考える.この考えをさらに発展させる









赤血球キメラが Owen('46， '46)によ。て報告されて以来，最近では Lazear('53)など
により子宮内の双子の血管吻合率が約90%であること を再確認されているが，異性3子 ・
異性4子に関するこれらの報告は非常に少ない.一方白血球の核型の研究は Herschler












2. 白血球のキメラ率は血管l吻合せる双子間において平行的であり， 3~160 日内で分析
する限り変動はみられない.双子におけるキメラ率の典型はなく多様である.
3. 合 1 ♀ 3 からなる異性 4 子において，約95~もの 2A-XX 細胞と 5%' の 2A-XY細胞
から構成されるキメラがみられた.このキメラ率は 4子の各個体において同傾向を示し，
生後5月齢においても変動はなかった.
































Bシステムの遺伝子構成GY2E//OaJIKIO'の雌牛 (A) と OaJ'K'O'/TI2の血球を持つ
雌牛 (B)について表40の如〈それぞれ50:50， 10: 30ならびに90:10の割合で人工キメ






日告 号 肉眼判定 S. P. i玄*xx XY XX% 
A B A B 
(A) 品加…(団団 82 79 50.9 3 3 0.37: 0.37 
十 70:30 3+ 2 0.54: 0.24 
(B) OaJ'K'Oγ1'12 l 90: 10 40 3 93.0 3+ 1+ 0.67: 0.08 





GY2E/T12があり，そのうちのGと 12 抗原を対象に50:50のときGは3・12は3，70: 
30のときGは 3+.12 は2，90: 10の割合のときGは 3+.12 はドの溶血価をそれぞれ
観察出来た.Gと 12 の両抗原はキメラ率に応じた反応を示している.白血球の組織培養
において，50: 50のときの総白血球 161コ中 2A-XX型細胞82コ・ 2A-XY型細胞79コで
XX% 50に近く， 70: 30は培養に失敗， 90: 10のときは 2A-XX型40コ・ 2A-XY型3コ
数えられ XX%93.0を示している. Spectrophotometer法では抗体 2cc・3%血球浮遊液
2 ccと補体 lccで反応を分析し， 遺残血球に対し 3ccの蒸溜水を付加して溶血させ透
過率を調べたものであるが， 50: 50のとき G12ともに 0.37を示し， G70: 12 30のとき 0.54
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TABLE2・1Blood type analysis and chromosomaJ findings 
BLOOD TYPE SYSTEM CULTURED LEUKOCYTES 
No'of DIAGNOSIS No. EAGYE SEX 斗ー B C FV L Sl1 Z R''S' cels 2A-XX 2A-XY 
l t A， / O，J'K'Oi/ー F/F -/ー・/ー H'/ /ー-S'/S' 32 16 16 
十 + CW，X， + + + + + + 
2 ♀ A，/ 0，/ー F/F -/ーー/白 H'/ /ー-SγS' 37 2 15 Freemartin 
3 t -/田 C/W， F/V -/-ー/ー /ー-SγS' 29 21 
+ GY，EiD'QOi + + 十+ S，H' + + 
4 3 ♀-/ー C/- F/V-/ーイー -/-SγS'ω 17 43 Freemartin 
3 t -/ー Otlー C/W，R F/V -/ーー /ー H'J' /ー-SγS'ω 21 29 
+ 十 + + 十+ + 十+
6 3 平・/ー O，J'K'/・ ¥V，R/ー F/V・/ー /ーー /ー-SγS' 23 9 14 Freemartin 
6 t A， /-BGKI' Oi/I，O; F/V -/ー L/ー U，U'/H' -/-SγS' 31 19 12 
十 W，X， + + + + + + 
8 6 ♀ A，/-GY，WGY， F/V -/ーー /ー H'/回目/-SγS' 26 16 10 Freniartin 
t -斤 F/F -/ー L/ H'/ 同/司 S'/S' 29 23 
+ GY，Ea，O' CW，R + + + + + + 
10 ♀ー/目 F/F -/鳴 LI H'/ /ー-S'/S' 28 2 Frecmartin 
12 t AtlーGY，殴/ー C/ー F/F -/ー・/- S，H' /ー /ー同 S'/S' 49 25 24 
十 + + 十 + + + + + 
12 12 ♀ ・/-σ¥J- -/介- F/F-/介時 E斤 S，H'γjH' こ/斤-SγS' 39 、20，.，仁.1~ Free町r耐 rポ:tin
t A，/""D'Y，O:;O， CR/旬 F/F -/ー L/-U，U'H'/ーー/-S'/S' 
♀ A+1/-BGK+ Y21'o;/D' 
+ + + + + + + 
14 25 C/明日 F/F -/ー /ー- S，H'/ー -/句$'/S'239 
15議 t /ー F/F ゾ-L/- H'/ー イ-S'/S' 
A，/-BGY，O，D'J'QOiY' + + + + + + + 
3 千 C/C F/F -/ーー/司 S，H'/同ー /-S'/S' 28 
17滋 2 司/-O;WO' w.;-F/V -/ーー /ー 司/-S'/S' 
+ + + 十 + + S，H' 十 十
90 ♀ー /ー O，E;/D' C/- F/F -/ーイー Z/時 sγS' 17 
19機 3 ・1"I，Q/- WIlー F/V -/ー /ー S'/8' 
+oi+ /“ + 
+ + +S，H'U' Z/十
平・/-D' C/W， F/F -/ー田/ー sγ8' 49 
t A，/ー GY，WO，J'J(' F/F‘/ー司/ー 51/- a+ /"S7S'53 
十十 ι CW， + 十十 +十
22' 120 ♀ At/白 O，J'K'/O，J' K' F/V -/ーー /ー 8，/ー /ー-8'/8' 42 
~~) ~n~own ， t ^+I仇J'K'/・ C/ー F/VJ"/ω /ー句 8，H'/H' Z/-R'/8' 46 
十 l 十 + 十 + + 十 十十
24' Un¥mown 平 A，D'EU- F/V -/ー イー -/ー -/勾 S'/8' 1 
25 9'日 ♀ At! BGy，G'Oi OW，X， F/F -/ー-/目 回/-8'/S' 50 
26 12 平 A，/GO， C/ F/F-/ー L/- 8，H'U， -/-RγS' 50 
Notes 機:Not examined， estim.ted from pedigre analysis， 
) :Bo山川
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23 26 Freemartin 
14 39 
13 29 Freemartin 
3 13 ， ‘色
3 Freemartin 
切 o Non-freemartin 
ω o Non-frecmartin 
，13 
キメラ構造を推定したものである.すなわ
ち， Aシステムにおいては Ad一，Ad-， 
Al/A2'一/ーの異なる遺伝子構成， Bシ
ステムでは GY2Ez'/Y1， GY2Ez' /Ea'Oz'Y1'， 
03J'K'Oz' /Y1， Ea'Oz'Y/ /03J'K'O/が推定
されCシステムで、は羽TdCX1，CXd?， X2/ 





No.2牛は 120:7， No. 3牛(合)は124: 
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赤血球キメラの発見以後 4つ子の Ow巴n('47)双子の Stone('52)， Stormont ('48)の
分析などがみられるがJ白血球についても Herschler('62)， Crossley & Clarke ('62)， Nichols 
('62)， Ohno ('62)， Kanagawa ('65)の報告がある. しかしながら.これらの研究は赤血球
可又は白血球に限定され，これらの血球キメラの比較はなされていない.診断技術の立場か















































Lab. No. Vagina Clitol'is 
(2A-XX%，) }ーよ一一一 一一一一一 精華妻 子宮体 子宮角
• [塗毛腹圧 i奈さ大きさ悶さ大きさ位置排尿。
卵巣
Hok. 14 2.9 浅
日。k.16 21.4 
Hok.10 21.4 国 大
Hok. 4 27.6 浅
壬Iok.22 31.0 同
Hok. 8 61.5 大
Hok. 24 72.7 
Cont. 1 100.0 































が出来るが，タト性器からの診断は困難である.図14は Hok.11の精嚢 (A)，卵巣 (B)，子
宮角 (C)，陸部 (D)であり，図15は Hok.10の内性器である. 又図16Hok. 4，図17は




































二重キメラ15例の外性器の異常は艦毛異常 3・1陸狭窄6・クリ トリス異常 3であり，三
重キメラの 4例は謄毛異常1・陸狭窄2・クリトリス異常 1，四重キメラ 3例は異常多く
睦毛異常 3・臆狭窄2・クリトリス異常 2である(表45).内性器についてはキメラの種類







二重* 3 15 15 15 15 
三重林 1 4 4 4 4 
四章特* 2 3 3 3 3 
討会 6 22 22 22 22 
*異性双子 料異性三子(合♀♀) 持同異性四子(合♀♀♀)
X ピーナヅ大遺残 xx 0.2~0.3 cm大(アワ粒大)退化 。触診時排尿 。。燈狭搾
Lab. No. 
Q 1 (♀) 
Q 2 (♀) 
Q 3 (合 93.2





大 ? 異アリ ナシ豆状退化痕跡的
異アリ ナシ豆状退化痕跡的
アリ ナシ豆状退化痕跡的
*グリトリスt乙触診するとき異常排尿あり 。子宮体 :細管様退化 。。子宮角:ピー ナツ
様大 。00 0.2:...0.3 Clll大の退化 ~ male 個体異常なし ・普通
48 









日齢の写真である. 4子のうち Q 1 (♀)は 2A-XX%95.6で Vaginaに異常が多く
clitorisも普通新生子より大きく，触診すると異常排尿をおこす. Q 2 (♀)も又大体Q1
と同傾向の外性器を持ち 2A-XX%94.5， Q 4 (♀)は 2A-XX%95.7で陰毛だけ粗雑で
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度と関連はない.すなわち，キメラ率 2A-XX%の表現は，胎生時における血管吻合によ
るp 合子からのホノレモン流出量・流出時期の推定に役立つものではない.単に血管吻合の
標識となるのみである.このことは合 1♀2の異性3子を報告している Bissonnett('28)， 
♀2からなる異性3子および異性4子の報告をした Hutt('30)らのフリーマーチン化の結








































































Lが L/一， S-UがU1H'，ZがZ 図20下
町一S'が S'/S'，N.Fが hiを示し
ており，一方遺伝子型については全く表現型と異なる形であり， BシステムOaJ'K'Oz'Y1'/ 
D'G'O/， F-Vが V/(V)， S~U が H'/ーを示している.
ロ.子孫における血液型と性比
子孫の血液型の一部を表49に示したが 1は妻牛で 1-1は ABCが交配されて出来
た子 2が妻牛， 2-1がその子 5が妻牛， 5--1がその子を示している.すなわち，
53 
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Bシステムについてみると 1-1牛には母牛 1から Y1が遺伝されているので D'G'Oz'
という遺伝子が父からのものでなければならないが，父牛 ABCには存在しない.一方2
表47 血液型完全転換!本の白血球染色体の変異について














A B C F-V J L 8-U Z R-S N-F 
Phehotypeー/- B01Y1'G'Y1' C F /V -/- L/- U1H' z 8'/8' Hi 
Gellotype ー/←)OaJ官 02'W/D'G'Oz' C / V /(V) /ー(ー )ー /(一)H'/- Z/(Z) 8'/8' 一/
ー表49 血液型完全転換体の子孫の血液型について
Blood Type 8ystem 
B C F-V J L 5-U Z R'ー8'N-F 
C F/V -/- L/ U1H' Z/ 5'/8' 日i
YdI2I' Wd F/F -/- L/ H'/ Z/ 8'/8'一/ー
1-1 /ー一 YdD'G'02' C/W1 F/V-/一一/ー 日'/ Z/ 5'/8' /ーー
(2A1fmozT/GIJO町 CW1F /V JCs/ ー/- U2U'H' 2/ 5'/8'一/ー
2 -1 Ad-BGKOz'Y!' /OaJ官 02'Y1'CW1 V /V JCs/一一/- U2U'/-Z/ 8'/8' /ーー
(5~ ー/~ GY2E2ト ー/-F /V JCs/ー ト U2U' 一円'β /ーー
5-1 /ーー GY2E2'/03J'K'0z'Y!' C/-F /Vー/一一/- U2U'/-Z/-5'/5'一/ー
表50 血液型完全転換体の子孫における性比
Year Females Males Females (%) Males to 100 Females 
1960 to 1961 40 59 40.40 148 
1961'to. 1962 244 201 54.83 82 
1962 to 1963 309 247 55.58 80 
1963 to 1964 212 173 55.06 82 
1964 to 1965 174 140 55.41 80 






A B C F-V J L 8-U Z R七8'NFM TF 
Go 18 (Adー OJ'K'O'/GY2 W1/C1 F /F -/-L/ 8t!H' Z/-8'/8' / NT NT¥ 
(30721)¥ー /- TIO'Y'O' Wt!R F /Fー/-L/ H'/ー ー/-8'β'/ NT NT) 
Daul!ht 千ぽ A/---' GY2E2'/03J'K'O' Ct!- F /F /ー---'L/ H'/ ー/-8'/8' / NT NT (581099) 
Husband (36801) 一/- GY2E2'/Ol Xd- F /F -/-L/-H'/一一/-8'/8' / NT NT 




双子 単子 ( )内%
はなく，表現型 B01Y1G'Y1'は異性双子の Bulls 658 12 1 
♀方のタイフ。で，完全に雌型の細胞のみ生
(1.82) (0.15) 
Cows 1410 28 3 
存しているものと思われる. (1.97) (0.21) 
この異常体の子孫における性比を，血球 Tot. 2068 40 4 
原基細胞と原始性細胞の関係を知る意味で (1.93) (0.19) 
分析したが，表50に示す通り 1960年から 5





したものである.すなわち，種牡牛 36801の授精により， Bシステムにおいて GY2Ez'/
03J'K'O'の構成をもっ子牛が生れ，父方から GYzEん母方から OaJ'K'O'が遺伝されて


















































は，キメラ構造 ・キメラ率に全く関係なく，双子 ・3子ならびに 4子ともに精嚢様組織の
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Summary and COllclusion 
A freemartin， according to definition by Webster， asa sexual1y imperfect， female calf， 
twinborn with a male， has been lmown to cattle breeders sinc巴beforethe establishm巴ntof 
the Roman Empire. All cattle-breed registry organization in the world refus巴toregister a 
female twin born with a bull until after she has freshened. The possibility that such indivi・
duals~will be capable of reproduction is so slight that many breeders in Japan destroy them 
soon ofter bi1'th. Howeve1'， breeders of high-p1'oducing herds， in which heifer calves are 
valuable， are often willing to spend the time and expence to raise such individuals to bree-
ding age in the hope that they will prove to be sexually 101'mal. In such cases a decisive 
diagnosis can110t be made until 6 months 01' mo1'e， when a 1'ectal examination of the internal 
sex o1'gans can be allowed 01' the fi1'st esterus can be checked. This may cause the owner 
conside1'able economic los. 
1t has been know11 fo1' ove1' 40 years classic-anatomica11y that approximately 87% of 
fraterna1 01' dizygotic twins in cattle have a communal circulato1'y' system during theil・
embryonic and fetal development. Anastomosis of the blood-vascula1' systems of such twins 
takes plac巴withinthe first few we巴ksof emb1'yonic developm巴ntat a time when the mini司
ature emb1'Yos are 10t clearly diffentiated as to sex. When one of th巴twinsis gen巴ticallya 
male and othe1' genetically a female the development of the sex glands and accessory sex 
o1'gans of the genetic female is modified in direction of maleness. Theo1'Y has held since 1916 
by Lillie that it is thesex hormon巴Sof the genetic ma1e ci1'culating in the blood of the genetic 
female that cause this modification in sexua1 development. Apparently in cattle the sex organs 
of the genetic male are ra1'ely if eve1' modified significantly by the ho1'mones of the female 
twin. 
11 the field of immunogenetics， Owen (1945) who provided the p1'oof fo1' this pheno-
m巴11on，are able to demonst1'ate that a 1'esult of this 1'ecip1'oca1 exchange between dizygotic 
twins was identica1 e1'yth1'ocyte antigen types. Due to the anastomosis 01' joining of thei1' 
circtuatory systems， such hete1'osexual twins come to shal'eeach other's blood-forming 
tissues. Also in the field of cytogenetics， the progress in the technique of tissue culture and 
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the development of the study of the chromosome 1ed to the reports on the chi11lera of sex-
chromosome by Ohno (1962). Subsequently Kanagawa (1965)， Herschler (1966) and the 
p1'esent authors (1967) suggest巴dthe possibi1ity of f1'eema1'tin diagnosis. 
How巴V巴1・， a majority of these 1'epo1'ts a1'e limited to chimeris11l in either erythrocytes 01' 
leucocytes， and in a few instances in germ cels. From such viewpoillt it seerns to b巴 of
considerab1e significance in the develop11lental factor and diagnosis to cla1'ify the re1atiollship 
b巴tweenb1000 gl'OUpS and leucocytes unde1' the phenomenon of chimera. Comparative ala-
lysis in the pres巴ntpaper was therefore made in the antigen of erythl'Ocytes and sex-chro・
mos011le of c11tu1'ed leucocytes of fr巴emartinsand non-freemartin fema1e. And， the pUl・pose
of the pres巴ntstudies is to detai1 the clinical applicatioll of the methOO both， erythrocyte 
gl'Ouping and leucocyte culture， inthe early detection of freemartins. The first part concerns 
a study of the sp巴cificityof immunogenetica1 structures of erytlu:ocyte chimera be10nging to 
heterosexual， triplets and quadrup1ets. 1n the s巴condpart of the stlldy， the chromosome 
constitution of freemartin ¥vas examined in orde1' to compぽethe above erythrocyte chimera. 
1n ，the third part conc巴rnsa iuvestigation of various “abnonnal chillleras"， and the 1'ela-
tionship between the gen巴sgoverning the erythrocytes， the mallifesting .gl'OUp of antigen， 
the mOOe of inheritallce and sex ratio of th巴offspring，and the cultured 1eucocytes. 
The blood sampl巴sstudied were taken. f1'Oll1 42 sets of heterosexua1 twins， 27sets of 
homos巴xualdizygotic twins， 1 set of homosexual' monozygotic twins， '1 sets of heteroseXlla1 
trip1ets and 2 sets of het巴rosexua1quadrup1ets of Ho1stein-breed. 
The 47 iso1ated reagents fo1' bloOO gl'Ol1ping were used to det巴ctthe erythl'Ocyte antig巴ns
belollging 910ci (A， B， C， F-V，} L， S-U， Zand R'-S' systell). 
Section 1. Illlmunogelletical studies of f1'eema1'tinis11l by the phellogrouping of e1'ythl'O・
cyte antigens. 
1) . Di1'ect evidence of the erythrocyte mosaicism has been obtainetd by fractionating 
cel SlSp巴nsionIi:011l hetel'Osexual twins， triplets and quadrllp1ets， using a technique of diffe-
rential 1ysis and the ph巴llogl'Oupillg.No twil1s has ShOW11 more than two cell-typ巴s(dual 
chimerism)， but a mixture of three cel-typ 
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and differentiaL hemolysis in blood typing : chil11eric twins 9 (81，8%) and non-chimeric 1 
were diagnosed as dizygotic twins， and the other one pair classified as il11munogenetic mono-
zygotic. From these results， it is considered that blood typing would seem to offer possibilities 
for diagnosis of zygosity in cattle twins， intra-pair differences are incompatible with mono-
zygosity， and similarly al twins having erythrocyte chimerism would seem to be definitely 
dizygous. 
3) Serum and red cel sal11ples from 3574 of 5 breed in Japan were studied by ordinary 
hemolysis test and lysis-inhibition test using anti Jo and anti Jl・Polymorphismwas observed 
ins巴rumappearing in inhibition-titration (x 2-256)， and three phenotypes were identified JCs 
(cellular and serum antigen)， JS(only serUl11 J) and ja (absent of both J) which appeared to be 
controlled by three gen田 onJ locus， designated JCs， JSandj". It is beliebed that twins gene-
ticaliy different for J wi1l remain phenotypica11y different even if they otherwise have 
mωaicism and identical types. And this is due to the fact that the J factor primarily is a 
soluble senun constituent， which is not acquired by the erythrocytes until after the birth of 
the individua1. Therefore， precursor c巴:lisgiving rise， to the tissue producing this serum 
factor do not appear to takepart in the exchange between the fetuses. 
The gene frequency of J+ (=JCS) in Holstein， Jersey， Japanese brown， Japanese black 
and Mishima native were 0.1392:1.00046， 0.2216土.0386，0.1477土.0242，0.0851土.0154and 
0.2164土.0238，respectively. And a1so， ofJ-(=Js十ja)were 0.8607， 0.7784， 0.8523， 0.9149 and 
0.7836 in sam巴5b1'eeds， 1'esp巴ctively.
'1) progeny from each of a pai1' of twin bulls with e1'ytluocyte chimerism have been 
test巴dfor possible effects of the intimate union of the hematopoietic tissu巴son the ge1'minal 
and somatic tissues of each twin. Each twin possessed in approx. equa1 proportions 2 anti-
genetically distinct kinds of blood cels. 'After differential hemolysistests， the abbreviated 
blood types of the 2 kinds of cels we1'巴 ;typeI:ん/-BGKO'/GD'O'G' Xd-JCS/ja and 
type I : OaJ'K' /BGKO' C/ー JS/jarepresenting， resp. 4 and 3 of the 10 alltigenic system of 
cattle blood. Seven progeny from test cross matings of on巴ofthe twins (genotype of type 1) 




to 10% as 2A-XX%， although it was g巴nerallythe same for membel' of a twin set. 1n 
addition， the age did not seem to hav巴anyinfluence for each individual throughout the 
observation p巴riods(3-160 days). 
3) The pr岱 enceof XX chromosome bearing cel1s in the male member or of XY cels 
in the female memb巴rfrom heterosexual twins， constitutes巴videncethat admixture' had 
occurred in embl'yonal stage叩 dthat the female is a fr巴emartin.No singlton has evel' b巴en
observed to have a karyotype with such sex chromosome chime1'ism. 
4) Ch1'omosome analysis from cultured leucocytes w巴recarried out in heterosexual 
quadruplets consisting of three freemartin and one male. Chimerism for male and female 
cel1s in cultured leucocytes of quadruplets were obse1'ved. The ratio of male and female cels 
were seemed to be apPl'Oximately similar in al calves inesp巴ctiveto thei1' phenotypic sex， 
the XX cels the highest， ranging f1'Ol11 93.2 to 95.7%. No evidence of changes in the p1'o-
portions of two karyotype cels in chimera have been observed under the normal situation 
with time， fo1' over 5 months after birth. 
5) CultUJ・edleucocytes in both fr巴el11artinsalld co-tripled male were allalysed as a 
2A-XXj2A-XX chimel'ism. The chimera ratio we1'e parallel with each othe1' among these 
three individuals， ranging fl'Om 76.9 to 81.8% as 2A-XX%. 
S巴ction3. Relationships between erythl'Ocytes and leucocytes under the phenomenon 
of chimera 
1) Blood typing and sex-chl'Omosol11al analysis wer巴carriedout on 23 casesof hete・
l'Osexual twins consisting of 13 f1'eemartins， 8 male co-twins with f1'巴emartinand 2 no1'mal 
cows from non-fre巴martinheterosexuual twins. 
Both erythrocyte and leucocyte chimerism were detected il al cases of the freema1'tins 
and its male co-twin. On the othe1' hand， in2 normal cows， nochimerism of erythl'Ocytes 01' 
leucocytes weJ:e obse1'ved. The chimera phenol11ena in blood typ巴 andcultured leucocytes 
appea1' to be due to the same cause. 
2) Erythrocyte and leucocyte analysis were carri巴dout in 2 sets of heteros巴xualtriplets 
c011sisting of two freemartins and 01e l11ale，包ldin 2 setsof quadruplets consisting of thr巴e
freemartins and 011e male. Both chime1'ism of erythrocytes and leucocytes were obse1'ved in 
each members of the same liter in these multiple births， showing g巴nerallya similar ratio 
of mixing of leucocytes and erythrocytes. 
3) The pattern of chimerism in leucocytes appears to be si 
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S巴ction4. On the blood cel chimerism as a ma.rker of invariably sterilization. 
1) Each chim巴richeifers， fwm heterosexual twins， triplets and quadruplets， several 
typical morphological chracteristics of freemartin were observed : absence of the oviduct 
and cervix， the hypop1astic uterus and anterior vagina， overdev巴lopedclitoris， the presence 
of the seminal vesicle-like structures， rudim巴ntarystructures of the W olffian ducts and the 
we11-developed ovarian b100d vessel plexuses. 
2) Hist010gically; the bilaterial gonads in aU cases showed generally immature ovary 
of a normal heifer but failed to show structures resembling seminiferous tubules. However， 
in some cases， atthe surrounding portion of the rete ovarii， there existed a Iτlas of small 
tubules somewhat resembling immat¥.!re. seminiferous tubules. 1n the uterine horns and 
seminal v巴sicle-lik巴structuresin a1 each freemartins， undeveloped gland-lik巴 sIl:uctures
were observed in the tunica propria. The rudimentary VVolffian ducts had a c巴ntra1cavity， 
with the surrounding portion containing small gland-like structures scattered here and there. 
S巴ction5. Genetical analysis of abnormal chim巴rism.
1) Abnormal blood type and female type chromosome in a male of heterosexual bovine 
twins. 
1n the cours巴ofa survey on the extent of chimerism among many chimeric individuals， 
present authors encountered a male of heterosexual twins which displayed the pattern of 
blood type different from the genotype. 1n addition， this animal exhibited the presence of 
100% cels of fema1e origin (2A-XX type) among the cultm:ed leucocytes. The present 
investigation is concerned the relationship between the genes governing the erythrocytes of 
such abnormal chimeras， the manifesting group of antigen and the mode of inheritance and 
sex ratio of the offspring. The results are summa.rized as follows : 
a) A bull born co-twin to a freemartin was noted to display pattern of blood type 
which was different from his genotype. The leucocyte culture of this bull exhibited mitotic 
cels exclusively of fema1e origin (2A-XX type). 
b) However， a study of the sex ratio of th巴offspringof this ma1e during the past 
five years showed no preponderance of f巴malepwgeny， suggesting that the interchange of 
cels resulting in an apparent displacement of the blood cel precursors in the male twin do巴S
not巴xtendto the germ line. 
2) Erythrocyte chimerism in heifer recorded as single-born. 
It is of int巴restto lmow the possibility that certain single-born freemartin may b巴existby 
ear1y embryona1 d巴athof co-male. 1n the course of blood typing analysis of 2068 herds， we 
found 4 single-born calves which have巴rythrocytesof two distinctly different antigenic 
types. Since thes巴J:esultsconfirmed on sample drawn from the chimeric animals at intervals 
of several months， there could be no doubt as to the peJ:mallence of chimera. And a1so， 
evidence from the heJ:d records in Holstein Cattle Association of Japan， and the breeding 
records by the owneJ: and a Veterinarian that these animals might have been carrying twins 
or dropped twins， was entire1y negative. The present report is conc巴rnedwith th巴evidence
which has led to the conclusion that one of the two cel types in thes巴particularcalves was 
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derived from a hematopoietic transplant received from a missing co-twin. The results are 
summerizecl as follows : 
a) 1n the blood analysis of 2068 hercls， evidence is presented for erythrocyt巴chime帽
rism in 3 heifers ancl one bull recorded as single-born by the phenogrouping method of blood 
typing and the official herd records. 
b) Since partial mutat.ion c0111d be excludecl as a cause of the chimeras， it was 
concluded that one of their two cell-types was derivecl fro11 a missing co-twin. 
c) Finally we mention that the present data s巴巴11to amplify the possibility that 
certain single-born heifers which prove to be non-breeders may be fr巴emartinswhose co-
twins were never born or went undetected in the discharged placentae. 
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